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摘要 : 昆虫 的 嗅 党 受 体 是 一 个 高 度 变 异 的 蛋白 家 族 , 其 中 一 类 0r83b 嗅觉 受 体 在 不 同 昆虫 体内 高 度 保守 , 在 昆虫 的 
行为 调控 过 程 中 起 到 十 分 重要 的 作用 。 为 进一步 探讨 0r83b 受 体 的 功能 , 本 研究 利用 RT-PCR 和 RACE 方法 克隆 获 
得 瓜 实 晶 Bactrocera cucurbitae ( Coquillett) Or83b-like 受 体 的 全 长 cDNA 序列 , 命名 为 BcucOr83b-like ( GenBank 登录 
号 : HM745934)。 测 序 结果 表明 ，BeucOr832b-like 开放 阅读 框 全 长 1 422 bp, 编码 473 个 氨基 酸 残 其 。 氨 基 酸 序列 比 
对 表明 ,此 序列 具有 0r83b 受 体 的 典型 特征 , 序列 中 具有 7 个 跨 膜 区 和 高 度 保守 的 C iK BeucOr83b-like 与 其 他 
昆虫 的 0r83b 具有 和 较 高 的 氨基 酸 序 列 一 至 性 ,其 中 与 村 小 实 晶 Bactrocera dorsalis ( Hendel) 0r83b 的 序列 一 致 性 高 达 
99. 696 。 对 该 基因 在 瓜 实 蝇 成 虫 不 同 组 织 和 发 育 时 期 表达 量 的 严 光 定量 PCR 分 析 表 明 ，BeucOr83b-like 主要 在 瓜 实 
晶 成 虫 触角 中 表达 , 头 部 (去 除 触角 )、 雌 虫 前 足 和 翅 中 也 有 较 高 的 表达 ; 瓜 实 蝇 在 各 个 发 育 时 期 的 表达 水 平 不 同 ， 
在 刚 羽 化 肉 成 虫 中 的 表达 量 最 高 。 本 研究 为 深入 研究 瓜 实 晶 0r83b 受 体 的 功能 提供 了 理论 依据 。 

关键 词 : 瓜 实 蝇 ; 嗅觉 受 体 和 蛋白 ; 0r83b; 基因 克隆 ; 表达 谱 分 析 ; 荧光 定量 PCR 
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Abstract: Olfactory receptors in insects were found to be extremely diverse, but there is a kind of olfactory 
receptor, Or83b, which shares a high identity among different insects and plays an important role in the 
regulation of insect behavior. In order to research the function of Or83b, the gene encoding Or83b receptor 
from Bactrocera cucurbitae ( Coquillett) was cloned and named as BcucOr83b-like ( GenBank accession no. 
HM745934). The sequencing results showed that the open reading frame of BcucOr83b-like was 1 422 bp in 
length, encoding 473 amino acid residues. Homology analysis showed that the deduced amino acid 
sequence of BcucOr$3b-like had the characteristics of Or83b, with seven putative transmembrane domains 
and conserved C domains. BcucOr83b-like had very high similarity of amino acid sequence with those from 
other insects and shared 99. 6% identity with the Or83b sequence from Bactrocera dorsalis. Tissue 
expression pattern revealed that BcucOr83b-like transcript was observed clearly in the antenna of B. 
cucurbitae, and highly expressed in the head ( with antennae removed) , female foreleg and wings. The 
temporal expression pattern further indicated that PBcucOr$3b-like was also expressed in different 
developmental stages at different expression levels, with the highest level in female adult newly emerged. 
This study provides a basis for further researching the function of Or83b from B. cucurbitae. 
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昆虫 的 气味 受 体 是 位 于 昆虫 嗅觉 神经 元 细胞 树 oe et al., 2000; Mombaerts, 2004; Goldman et 


突 膜 上 的 一 类 七 跨 膜 受 体 , 在 昆虫 嗅觉 信号 传导 过 ., 2005) ,一 类 是 在 不 同 昆 虫 之 间 高 度 保守 的 非 
程 中 发 挥 重 要 作用 (Zwiebel and Takken, 2004), Æ n 味 受 体 0r83b ( Krieger et al., 2003; Jones et 
模式 昆虫 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 中 气味 受 al., 200$ ) 。 研 究 表 明 , 非典 型 气 Wes Hk Or83b 可 
体 分 为 两 类 : 一 类 是 高 度 变 异 的 传统 嗅 党 受 体 与 传统 气味 受 体 ORx 组 成 一 个 二 元 复合 体 , 直接 作 
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y ES T 388 X8 TTE TES 3. — 71 DEI 231 E E fr. ( Smart et 
al., 2008) , 男 外 复合 体 可 能 还 与 G 蛋白 侦 联 并 通 
过 传统 的 环 腺 甘酸 途径 激发 离子 通道 的 开启 ,形成 
一 个 相对 慢 的 电位 反应 (Wicher et al., 2008), iX 
样 , 昆虫 将 外 界 化 学 信号 经 过 转换 后 传输 到 昆虫 中 
枢 神 经 ,指导 昆虫 作出 一 系列 行为 反应 。 同 时 非典 
型 气味 受 体 0r83b 也 有 助 于 传统 气味 受 体 在 膜 结构 
上 的 正确 定位 (Miller and Tu, 2008; 修 伟 明 等 ， 
2010)。 些 外 , 研究 人 员 同 时 采用 基因 敲 除 、 转 基 
因 营 救 实验 及 离 体 表 达 实 验证 明了 0r83b 受 体 的 种 
间 通 用 性 和 在 嗅觉 信号 快速 传导 过 程 中 的 不 可 或 缺 
性 (Wetzel et al., 2001 ; Larsson et al., 2004 ; Jones et 
al., 2005) 。 据 此 推测 , 昆虫 的 Or83b 类 受 体 对 昆 
虫 的 生长 、 发 育 、 生 殖 等 重要 生命 活动 过 程 可 能 起 
着 非常 重要 的 作用 (Jones et al.，2005 ) 。 因 此 ， 对 
昆虫 Or83b 受 体 的 调控 将 有 可 能 发 展 成 为 害虫 防治 
的 新 方法 和 新 途径 。 

JNA Bactrocera cucurbitae ( Coquillett) ， 属 双 
翅 目 实 蝇 科 , 是 热带 农作物 的 重要 害虫 之 一 ,危害 
寄主 种 类 达 81 种 ， 对 水 果 等 造成 严重 损失 
(Siderhurst and Jang, 2010), H Bij JI Sc di m S je Hj 
化 学 防治 , 其 防治 效果 较 差 日 具有 抗 药 性 风险 。 
此 ,对 瓜 实 晶 害 虫 的 行为 调控 已 经 成 为 害虫 综合 治 
理 (IPM) 中 的 一 种 重要 手段 ((Dhillon et al., 2005) 。 
昆虫 的 唱 觉 系统 在 昆虫 寻找 寄主 、 交 配 产 卵 过 程 中 
发 挥 着 重要 的 作用 ,所 以 对 昆 忠 的 串 觉 识别 进行 有 
效 干 扰 是 防治 害虫 的 又 一 有 利 途 径 ( 巩 中 军 等 ， 
2008 ) 。 目 前 世界 上 广泛 使 用 的 高 效 广 谱 蚊 虫 驱 
避 剂 一 一 避 蚊 胺 DEET(N，N- 二 乙 基 -3- 甲 基 葵 甲 酰 
胺 ) 就 是 通过 作用 OR + 0r83b 复合 体 来 抑制 蚊虫 嗅 
觉 神经 元 对 气味 分 子 的 电 生 理 反 应 来 达到 驱 蚊 的 效 
果 ( Ditzen et al., 2008 ; Syed and Leal, 2008) 。 本 研 
AKH RT-PCR 结合 RACE 技术 ,克隆 得 到 瓜 实 蝇 
的 非典 型 性 气味 受 体 0r83b-like, 并 通过 欧 光 定量 
PCR 技术 研究 了 该 Or83b-like 基因 在 瓜 实 蝇 不 同 组 
织 不 同 发 育 阶 段 的 表达 谱 ， 以 期 深入 了 解 Or83b 在 
昆虫 咒 党 识别 过 程 中 的 作用 , 并 最 终 为 害虫 防治 提 
供 新 的 思路 和 途径 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 和 主要 试剂 


瓜 实 蝇 为 本 实验 室 用 人 工 饲 料 饲养 , 饲养 条 件 
为 : 温度 23 -26'C ,相对 湿度 50% ~ 7096 , 光 周 期 


14L:10D( 吕 凤 鸣 ,， 2002) 。 待 成虫 发 育 到 性 成 熟 时 
期 ,分 别 收集 瓜 实 晶 的 触角 、 头 (去 除 触 角 )、 胞 、 
翅 、 前 足 、 中 是 、 后 足 、 腹部 (去 挥 生 殖 市 ) 和 生殖 
方 等 9 个 不 同 组 织 ; 同时 收集 瓜 实 蝇 的 卵 , 1, 2, 3 
龄 幼虫 , 1, 4, 7, 10 d 的 肾 以 及 羽化 5 min N KIME 
雄 成 虫 , 样品 迅速 放 入 液 氮 冷 冻 后 保存 于 -70C 冰 
箱 备用 , 每 个 样品 重复 取样 3 次 。RNA 提取 试剂 盒 
购 于 Omega 公司 , 3'-RACE f 5'-RACE 试剂 盒 购 于 
Invitrogen 公司 ,pMD20-T 克隆 载体 、 反 转录 系统 、 
ExTaq DNA 聚合 酶 及 SYBR Premix Ex Taq KICIA 
剂 均 购 于 TaKaRa 公司 , TABEISUE M EE E ACT] 
盒 购 于 Tiangen 公司 。 
1.2 Ria RNA 的 提取 和 反 转 录 

按照 RNA 抽 提 试剂 盒 ( Omega 公司 ) 使 用 说 明 
提取 瓜 实 蝇 不 同 组 织 不 同 发 育 时 期 的 总 RNA。 经 
PARA ER FEL JOURS P ATOEOG RE YES UE, 按照 反 
转录 系统 说 明 书 以 0ligo-dT( 引物 序列 如 表 1) 为 引 
物 进 行 反 转 录 获 得 第 一 链 cDNA ,以 此 作为 PCR 和 
KIGE E PCR 模板 。 
1.3 引物 设计 与 合成 

根据 GenBank 登录 的 昆虫 0r83b €( AERE PEST 
序列 ， 设 计 2 对 人 简 并 引物 (BORFI 和 BORRI, 
BORF2 和 BORR2) 进行 PCR 扩 增 , 用 于 克隆 瓜 实 
BE Or83b cDNA 片段 。 根 据 PCR 测序 结果 设计 了 
5'RACE( BcOR51, BcORS52, GeneRacer 5'Primer 和 
GeneRacer 5' NestedPrimer ) 和 3'-RACE ( BcOR31, 
BcOR32 和 Oligo-dT) 反 应 引物 ,分 别 用 于 基因 的 和 
端 和 3 器 扩 增 。 再 根据 序列 拼接 结果 设计 了 1 对 特 
异性 引物 (FL 和 R1) 用 于 扩 增 瓜 实 蝇 Or83b 基因 
全 长 阅读 框 , 引物 在 广州 天 骏 生 物 技术 有 限 公司 合 
成 , 引物 序列 如 表 1。 
1.4 PCR 扩 增 与 RACE 反应 

以 合成 的 cDNA 为 模板 , 加 入 10 x ExTaq DNA 
聚合 酶 反应 缓冲 液 5 pL ( 含 Mg ) , 正 向 和 反 向 引 
物 各 1 uL (10 pmol/L) , 2. 5 mmol/L dNTP 4 uL, 
Ex Taq DNA 聚合 酶 0.2$ uL (5 UAnL) ,加 水 至 
50 uL, 混 匀 ， 离心, 放 入 PCR 仪 扩 增 。 

PCR 反应 程序 为 : 94% 变性 3 min; 接着 进行 
35 个 循环 , 循环 条 件 为 94%C 30 s, 66% 45 s, 72C 
1 min。 循 环 完 毕 后 , 72% 保温 10 min, 

RACE 反应 参照 试剂 盒 说 明 书 。 扩 增产 物 用 
1.0% 珀 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ， 回 收 目的 片段 。 
1.5 PCR 和 RACE 产物 克隆 、 鉴 定 及 序列 测定 

RACE 产物 经 电泳 回收 纯化 后 , 将 回收 产物 连 
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A1 本 研究 中 所 用 的 引物 


Table1 Primers used in this study 


引物 Primer 引物 序列 Primer sequence (5' -3/) 
Oligo-dT GGCCGGCCTTTTTTTTTTTT 

BORF1 TTYTGYWSCTGGYTGATHTTYGC 
BORRI TGRCAYTGYTGRCANACDATYTG 
BORF2 TTYGCTIGYGARCARYTNCARC 
BORR2 GCYTCYTCNSWGCCRTCRTACC 
BcOR51 GCTGACAGCTCCATTA ATGGC- 
BcOR52 ATGCCTTTCAGATGTTGCAGC 


GeneRacer 5'Primer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 
GeneRacer 5' NestedPrimer GGACACTGACATGGACTGAAGGAGA 


BcOR31 TGCCTTGGCGCAGGTATTTCA 
BcOR32 AGCTCATCTGTCATGGAGGCA 

Fi ATGCAGCCCAGCAAATATGTGGG 

R2 CTACTTCAATTGCACCAGCACCATGA 
BcQF CAATGAGGAGAAAGAACCCAC 

BcQR TGCTGCCACTAATCGAACCAC 

BactF CGTTTCCCTTGCCCAGAATTCC 

BactR TCAGCAATACCTGGGTACATG 


接 至 pMD20-T 克隆 载体 后 转化 到 感受 态 大 肠 杆菌 
Escherichia coli DH5a "B, A EAEERNIACRKÜmRIC, 重 
组 质粒 经 扩大 培养 , 提取 质粒 DNA 用 于 检测 。 测 
序 工作 由 广州 英 骏 生物 技术 有 限 公 司 完 成 。 
1.6 序列 分 析 与 分 子 进化 树 构 建 

利用 Blast 在 NCBI 网 站 进行 序列 相似 性 比 对 
分 析 ; 采用 Clustal W 多 重 序列 比较 程序 进行 序列 
的 保守 性 分 析 ; 并 利用 MEGA4. 1 软件 中 的 
Neighbor-Joining 方法 构建 系统 进化 树 (Tamura et al., 
2007 ) 。 
1. 7 荧光 定量 PCR 
1.7.1 定量 引物 设计 : TEJI CHR Or83b-like 基因 
阅读 框 区 设计 多 对 特异 引物 用 于 定量 PCR RW, 
根据 Livak 和 Schmittgen (2001) 的 方法 , 本 研究 对 
设计 的 特异 性 奖 光 定量 引物 进行 了 筛选 ,获得 符合 
要 求 的 特异 性 引物 BeQF 和 BcQR( 具 有 扩 增 特异 性 
和 与 参照 基因 的 扩 增 效率 一 致 性 ) 用 于 后 续 的 实时 
KILE Æ PCR 反应 。 同 时 本 研究 以 Actin 基因 作为 
内 参 基 因 ( 引物 为 BactF 和 BactR ) 。 奖 光 定 量 所 用 
引物 序列 如 表 1。 
1.7.2 RIESE PCR 反应 条 件 : KIGE PCR 采 
用 25 uL 体系 , 各 反应 成 分 的 含量 为 12.5 uL SYBR 
预 混 液 ，10 pmol/L 的 上 、 下 游 引物 各 0. 5 pL, 
cDNA 模板 1 uL, KAEk 10.5 uL, iE ^], S 


心 , ICA PCR 仪 扩 增 。PCR 反应 条 件 为 : 94Y AE 
性 30 s, ZE ETT 40 个 循环 , 每 个 循环 采用 两 步 
法 : 95%C 5 s, 65%C 30 s。 反 应 中 设置 以 水 为 阴性 对 
HR, 每 个 样品 进行 3 次 重复 测定 。 使 用 仪器 为 Bio- 
Rad 公司 的 iQ5。 反 应 结束 后 收集 Ct 值 , 采用 
2 ^^"'ik(Livak and Schmittgen, 2001) 进行 数据 
分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 序列 测定 及 跨 腊 区 域 分 析 

以 瓜 实 蝇 成 里 的 触角 cDNA 为 模板 ， 以 两 对 简 
并 引物 (BORF1\ BORRI ; BORF2\ BORR2 ) 进行 梨 
式 扩 增 后 得 到 600 bp 左右 的 特异 条 带 , 通过 胶 回 收 
后 连接 到 pMD20-T 载体 上 并 进行 测序 。 将 所 得 序 
列 在 NCBI 核酸 库 中 进行 Blast 分 析 , 结果 发 现 该 序 
列 与 其 他 昆虫 的 0r83b 气味 受 体 的 相似 性 最 高 ， 推 
测 所 获得 的 片段 是 瓜 实 晶 0r83b-like 基因 cDNA Fr 
段 的 一 部 分 。 根 据 所 得 的 cDNA 部 分 片段 设计 两 对 
特异 引物 (BecORS1 和 BcORS52; BcOR31 和 BcOR32) 
分 别 进 行 基因 5' 端 和 3' 端 序列 的 扩 增 , 测序 拼接 后 
得 到 BeucOr83b-like 基因 的 cDNA 全 长 序列 。 为 验 
证 以 上 PCR, 3'-RACE 和 5'-RACE 片段 是 来 源 于 同 
一 个 基因 , 本 研究 设计 了 1 对 特异 性 引物 (FL 和 
R1), PCR 扩 增 得 到 了 一 条 1 422 bp 的 特异 性 条 
带 , 测序 结果 与 拼接 序列 一 致 。BcucOr83b-like 基 
因 的 GenBank 登录 号 为 HM745934, 该 基因 编码 
473 个 氨基 酸 。 

将 BcucOr83b-like 生日 与 已 经 报关 的 其 他 近 缘 
ELTE HS 0r83b E AHIT T PUERI, 选取 近 绿 种 
桔 小 实 晶 Bactrocera dorsalis 和 地 中 海 实 量 Ceratitis 
capitata, XX 38] E] RARR PE H R 968 55 E e Br c 
Aedes aegypti 进行 比 对 ,结果 表明 这 5 种 双 翅 目 昆 
虫 的 0r83b 受 体 的 C 端 序列 在 不 同 昆 虫 间 具 有 高 
度 的 保守 性 (图 1)。 利 用 TMHMM2.0 TABIRI 
构 预 测 软 件 分 析 表 明 ，BcucOr836-like EHA ORF 区 
域 仿 有 7 个 跨 腊 区 域 , RE 2 个 长 度 为 22 TA 
酸 外 ， 其 余 长 度 都 为 23 TARRE). 
BcucOr83b-like 和 蛋白 的 1 ~7 跨 腊 区 的 氨基 酸 位 置 分 
布 分 别 为 40 ~ 62, 72 ~93, 131 ~153, 185 ~ 207 ， 
334 ~ 356, 371 ~ 393 和 447 ~ 469, BcucOrS3b-like 
的 七 跨 膜 特征 符合 气味 受 体 的 结构 特征 。 

为 研究 BeucOr83b-like 重 日 与 其 他 不 同 目 昆 虫 
之 间 的 进化 关系 , FMR ARAH, BAH, N 
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翅 目 、 膜 翅 目 昆虫 的 Or83b EA, 采用 MECA4. 1 
软件 中 的 邻 位 相连 法 (Neighbor-joining ) 构建 了 系统 
进化 树 ， 系 统 发 生 树 进行 了 1 000 次 重复 构建 (图 
2) 。 由 图 2 可 知 , 来 源 于 4 个 不 同 目 昆 虫 的 Or83b 
受 体 聚 为 4 个 大 类 , 不 同 目 昆 虫 之 间 的 序列 差异 性 
较 大 ; 而 同一 目 昆 虫 之 间 的 差异 性 较 小 ， 其 中 
BcucOr83b-like ( GenBank 登录 号 : ADK97803) 与 实 
EPLE SE B. dorsalis 0r83b A Wb rpg Scd C. 
capitata O183b 之 间 的 序列 差异 性 最 小 , 而 与 同属 双 
xH El H9 3& J Bt. A. aegypti Or83b ( GenBank 登录 


TM5 
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< | NP 524235 Dmel 

K' XP 001651426 Àaeg 





号 : XP. 001651426) 距离 相对 较 远 ,该 进化 树 较 好 
地 反映 了 不 同 目 昆 虫 之 间 的 进化 关系 。 另 有 序列 一 
致 性 分 析 表 明 ，BeucOr83b-like 与 梧 小 实 蝇 B. 
dorsalis 的 Or83b ( GenBank 登录 号 : ACC86853 ) JF 
列 一 致 性 最 高 ， 达 99. 6% ， 与 地 中 海 实 蝇 C. 
capitata 的 Or83b ( GenBank 登录 号 : AAX14775 ) JF 
列 一 致 性 次 之 , 为 96.4% ; IRA H E E I AeIE 
金 小 蜂 Nasonia vitripennis 的 Or83b ( GenBank 登录 
号 : NP. 001164465) 的 序列 一 致 性 最 低 , 为 63.7% ， 
这 与 它们 在 分 类 地 位 上 的 杀 缘 关系 远近 是 一 致 的 。 
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图 1  BeucOr83b-like 与 其 他 双 翅 目 昆 虫 Or83b 基因 的 氨基 酸 序 列 比 对 


Fig. 1 


Amino acid sequence alignment of BcucOr83b-like with the known Or83b from other dipterans 


Ccap: 地 中 海 实则 Ceratitis capitata; Bdor: 桔 小 实则 Bactrocera dorsalis; Bcuc; JAKIR Bactrocera cucurbitae Coquillet; Dmel; $ jA Rie Drosophila 
melanogaster; Aaeg: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti. 图 中 黑色 方 框 表 示 瓜 实 蝇 的 BeucOr83b-like EA; TMI ~ TM7 分 别 表 示 7 个 跨 膜 区 ; 虚 框 表示 
0r83b 蛋白 C 末端 的 保守 区 域 。BeucOr83b-like was marked with black rectangle; seven transmembrane regions of the BcucOr83b-like were marked 
with TM1 — TM7, and the conserved regions of O183b proteins were indicated with dashed boxes. 
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HA H Dipera 
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EA H Lepidoptera 


NP_001128415 Amel 
NP_001164465 "p W Fl Hymenoptera 


ABM05966 Mmed 


K2 MKSR Or83b 氨基 酸 的 系统 发 育 树 
Fig. 2 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of Or83b from Bactrocera cucurbitae and other insects 
Bdor: t/h he Bactrocera dorsalis; Bcuc: JAX he Bactrocera cucurbitae Coquillet; Ccap: 地 中 海 实 量 Ceratitis capitata; Dmel; $ 5 WR Drosophila 
melanogaster; Aaeg: R RIFIY Aedes aegypti; Tcas: IWA X Tribolium castaneum; Pstr: 黄 曲 跳 甲 Phyllotreta striolata; Pxyl: 小 荣 蛾 Plutella 
xylostella; Slit: FIATA IR Spodoptera litura; Amel; 西方 蜜蜂 Apis mellifera; Nvit: WW Wee dE Nasonia vitripennis; Mmed: 中 红 侧 沟 草 蜂 


Microplitis mediator. 


2.2  Or83b-like 基因 在 瓜 实 蝇 不 同 组 织 以 及 不 同 
发 育 阶段 的 表达 谱 

DJRS hE ME R pi AE P HY BcucOr83b-like mRNA 
含量 作为 基准 含量 , 对 昆虫 不 同 组 织 中 的 mRNA S 
量 进行 分 析 ( 图 3), 由 图 3 可知 BecucOr83b-like 
mRNA 在 瓜 实 蝇 触 角 中 的 含量 最 高 , 为 外 在 昆虫 的 
头 部 (去 除 触 角 )、 雌 虫 前 足 和 起 中 也 有 较 高 的 表 
达 。 在 昆虫 的 前 足 、 翅 、 生 和 殖 记 等 3 个 不 同 组 织 中 ， 
BcucOr83b-like mRNA 的 含量 表现 出 明显 的 性 别 差 
寞 特征 ,上 肉 忠 前 足 中 的 含量 约 是 雄 上 虫 的 2 500 f, 
雌 虫 翅 中 的 含量 约 是 雄 虫 的 10 倍 ; 而 在 生殖 市 中 
则 与 此 相反 , 雄 虫 生殖 世 的 含量 高 于 雌 虫 , INE 
虫 生 殖 忆 含量 的 13 倍 。 同 时 ， 本 研究 对 
BcucOr83b-like mRNA 的 表达 量 随 不 同 发 育 时 期 的 
变化 进行 了 分 析 ( 图 4)。 由 图 4 可 知 BeucOr83b-like 
mRNA 几乎 在 昆虫 发 育 的 各 个 时 期 都 有 表达 , 但 在 
卵 、 幼虫、 肾 发 育 前 期 的 表达 量 都 较 低 ; 在 第 10 天 
的 晴 中 , 即 羽 化 前 1 天 时 其 表达 量 出 现 大 幅度 增 
加 ,而 在 羽化 后 成 虫 中 BeucOr83b-like mRNA 的 表达 
出 现 一 个 表达 量 高 峰 , 上 肉 成 虫 的 表达 量 高 于 雄 成 虫 ， 
约 是 表达 量 最 低 时 期 2 龄 幼虫 中 的 370 Ze fs 


3 讨论 
尾 虫 的 别 党 感受 在 昆虫 的 环境 适应 和 生存 过 程 


中 起 着 重要 的 作用 。 昆 虫 的 嗅 党 识别 过 程 是 一 个 非 
利 复 杂 的 过 程 , 除 昆虫 气味 结合 和 蛋 昌 对 外 界 气 味 分 


E Er Female 
20 B ^ Male 


mRNA 相对 表达 量 


mRNA relative expression level 





组 织 Tissue 
图 3  BcucOr83b-like mRNA XEJI SC ig ny, n 
不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 
Fig. 3 Relative expression level of BcucOr83b-like mRNA in 


different tissues of Bactrocera cucurbitae adults 
图 中 数据 (平均 值 + SD) VUE Hh Bl E REED AE E, 所 示 为 
0.1 倍 触 角 中 的 相对 含量 。Data (mean + SD) are normalized to the 
calibrator female fore leg, and one-tenth expression level in antenna is 
shown in this figure. 1: 触角 Antenna; 2: 头 ( 去 除 触 角 ) Head. (with 
antennae removed ) ; 2; 胸 Thorax; 4; 前 足 Fore legs; 5; 中 足 Middle 
legs; 6: 后 足 Hind legs; 7: 3H Wings; 8: HD (X fE/EJR B) 


Abdominal segments ( with genital segments removed) ; 9: /^EJH d 





Genital segments. 


子 的 初步 过 滤 和 识别 外 , 昆虫 对 成 千 上 万 种 结构 各 
异 的 气味 分 子 的 识别 还 主要 依赖 位 于 其 感觉 神经 原 
上 的 气味 受 体 (Clyne et al., 1999; Vosshall et al., 
1999; Zwiebel and Takken, 2004) 。 大 部 分 昆虫 的 
噢 觉 神经 表达 两 类 气味 受 体 , 一 类 是 传统 气味 受 体 
( conventional odorant receptor) ， 此 类 基因 在 不 同 昆 
虫 间 同 源 性 较 低 ; 另 一 类 是 0r83b 受 体 , 该 类 基因 
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mRNA 相对 表达 量 


mRNA relative expression level 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
发 育 时 期 Developmental stage 


图 4 瓜 实 晶 不 同 发 育 时 期 中 BeucOr83b-like mRNA 的 
相对 表达 量 ( 以 第 10 天 肾 中 的 含量 为 基准 ) 
Fig. 4 Development profile of BeucOr83b-like mRNA expression 


level normalized to the value in 10 d-old pupa (calibrator) 
of Bactrocera cucurbitae 
1: BB Egg; 2: ]1 龄 幼虫 1st instar larva; 3: 2 龄 幼虫 2st instar larva; 
4: 3 龄 幼虫 3st instar larva; 5: 第 1 天 的 肾 1 d-old pupa; 6: 第 4 天 
的 肾 4 d-old pupa; 7: 第 7 天 的 肾 7 d-old pupa; 8: 第 10 RAJIN 10 
d-old pupa; 9: 新 羽化 上 肉 虫 Newly-emerged female adult; 10; 新 羽化 
HEIR Newly-emerged male adult. 


在 不 同 昆虫 间 高 度 保守 。 本 研究 从 瓜 实 晶 中 克隆 获 
得 的 受 体 属于 后 者 。 
3.1 JI xli Or83b-like 基因 的 进化 比较 

Miller 和 Tu(2008 ) 对 0r83b 受 体 的 氨基 酸 序列 
分 析 表 明 在 0r83b C 末端 具有 高 度 保 守 的 区 域 , 特 
别 是 在 第 6 ~7 BRK. FWRI Hh 
实 蝇 、 地 中 海 实 晶 、 果 蝇 、 埃 及 伊 蚊 等 5 种 双 芭 目 
昆虫 的 0r83b 受 体 进行 了 序列 一 致 性 分 析 , 结果 进 
一 步 说 明 Or83b 受 体 在 不 同 昆 虫 间 具有 高 度 的 序列 
保守 性 ,特别 是 在 蛋 百 的 羧基 端 区 域 ， 几 乎 完全 一 
致 , 可 见 该 受 体 在 昆虫 进化 过 程 中 高 度 保 守 ,， 也 说 
明了 该 重 白 对 于 昆虫 的 正常 生存 起 着 至 关 重 要 的 作 
用 ( 王 桂 灾 等 ,2005 ) 。 由 进化 树 可 以 看 出 ， 鳞 芭 
B. AH, NAEH, RA HERK 0r83b 受 体 分 
属于 4 个 不 同 的 大 类 ， 双 荡 目 昆虫 中 实 晶 科 的 
Or83b 受 体 聚 为 一 个 亚 类 ; 其 中 双 荡 目 和 鞘翅 目的 
进化 关系 较 近 , 该 结果 与 张 帅 等 (2009 ) 研究 结果 一 
致 , 表明 高 度 保守 的 Or83b 受 体 随 着 物种 的 进化 发 
生 了 一 定 的 序列 变异 。 
3.2 Jf xi Or83b-like 基因 的 表达 庶 分 析 

Or83b 类 受 体 主要 表达 于 昆虫 的 触角 、 吃 等 噬 
觉 感受 髓 较为 丰富 的 器 官 中 (Vosshall et al., 2000; 
Pitts et al., 2004; EIERS, 2005). KWR AM 
BcucOr83b-like 4NAX z& 35 TF JS HR BJ fü £8. AAR 
织 中 , Tfj EAH R BS B E RER Sens 2] E E HJ 
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组 织 ) 中 有 较 高 的 表达 量 , 正如 冈比亚 按 蚊 
Anopheles gambiae 的 Or83b 类 受 体 不 仅 表达 于 嗅觉 
wE, 而且 也 表达 于 味觉 器 官 中 , 推测 该 类 受 体 不 
仅 具 有 感受 挥发 性 物质 的 功能 , 同时 也 参与 了 化 学 
刺激 的 识别 过 程 (Pitts et al., 2004) 。 本 人 研究 发 现 
BcucOr83b-like 在 崔 虫 的 翅 中 也 有 较 高 的 表达 ， 推 
测 该 基因 编码 的 蛋白 可 能 也 参与 了 化 学 感受 以 外 的 
其 他 生理 活动 过 程 。 

XS HM Bm m. BeucOrS3b-like 基因 在 昆虫 
羽化 前 24 h 开始 大 量 表达 , 该 结果 与 中 红 侧 沟 草 蜂 
Microplitis mediator 的 0r83b 类 受 体 的 表达 模式 相 类 
fA CK IRE, 2009), BeucOr83b-like 在 新 羽化 肉 忠 
中 的 含量 高 于 新 羽化 雄 虫 中 的 含量 ,该 表达 模式 与 
中 红 侧 沟 草 蜂 的 0r83b 类 受 体 的 表达 模式 相反 , 这 
种 性 别 差异 表达 模式 的 生物 学 意义 有 待 进一步 的 研 
究 。 王 桂 采 等 (2005 ) W A R H i teH Helicoverpa 
armigera 的 Or83b 受 体 在 其 发 育 的 各 个 时 期 , 如 卵 、 
幼虫 、 晴 和 成 虫 体内 都 有 不 同 程度 的 表达 。 本 研究 
发 现 BcucOr83b-like B A& E xe iA EB IR 
Or83b 的 表达 模式 相 类 似 , 它 在 瓜 实 蝇 的 卵 、 幼 上 忠 、 
肾 等 各 个 发 育 阶段 都 有 表达 ,推测 BeucOr83b-like 
可 能 参与 昆虫 的 整个 发 育 过 程 , 具有 唱 觉 感受 以 外 
的 其 他 功能 。 

可 见 , 由 于 0r83b 受 体 在 同一 昆虫 不 同 神 经 元 
中 表达 的 广 谱 性 (Larsson et al., 2004; Serizawa et 
al., 2004) 及 该 类 受 体 在 不 同 昆虫 之 间 的 保守 性 
(Jones et al., 2005) ， 说 明 该 类 受 体 在 昆虫 的 进化 
过 程 中 发 挥 着 不 可 或 缺 的 作用 , 它 是 昆虫 感受 气味 
分 子 所 必需 的 ( 乔 奇 等 , 2008)。 因 此 , MEX ER 
Or83b 受 体 三 维 结构 及 其 功能 位 点 的 深入 研究 , 我 
们 可 研制 出 以 0r83b 为 药物 靶 标 的 新 型 害虫 行为 调 
控 剂 , 用 以 切断 害 忠 的 咒 觉 识别 途径 ， 从 而 达到 控 
制 害 虫 的 目的 。 


参考 文献 (References) 


Clyne PJ, Warr GG, Freeman MR, Lessing D, Kim J, Carison JR, 
1999. A novel family of divergent seven-transmembrane proteins; 
candidate odorant receptors in Drosophila. Neuron, 22: 327 —338. 

Dhillon MK, Singh R, Naresh JS, Sharma HC, 2005. The melon fruit 
fly, Bactrocera cucurbitae; a review of its biology and management. 
J. Insect Sci., 5; 1 —16. 

Ditzen M, Pellegrino M, Vosshall LB, 2008. Insect odorant receptors are 
molecular targets of the insect repellent DEET. Science, 319. 1838 
— 1842. 

Goldman AL, Van der Goes van Naters W, Lessing D, Warr CG, 


Carlson JR, 2005. Coexpression of two functional odor receptors in 


3 期 申 建 梅 等 : 瓜 实 蝇 嗅觉 受 


one neuron. Neuron, 45(5) : 661 -666. 

Gong ZJ, Zhou WW , Zhu ZR, Cheng JA, 2008. Advances in the studies 
of insect olfactory receptors. Acta Entomol. Sin., 51(7): 761 — 
768. [ 巩 中 军 , AXR, WR, 程 家 安 , 2008. ERIRE 
的 研究 进展 . 昆虫 学 报 , 5107): 761 -768 | 

Jones WD, Nguyen TA, Kloss B, Lee KJ, Vosshall LB, 2005. 
Functional conservation of an insect odorant receptor gene across 250 
million years of evolution. Curr. Biol., 15(4) : R119 — 121. 

Krieger J, Klink O, Mohl C, Raming K, Breer H, 2003. A candidate 
olfactory receptor subtype highly conserved across different insect 
orders. J. Comp. Physiol. A, 189(7) : 519 —526. 

Larsson MC, Domingos AI, Jones WD, Chiappe ME, Amrein H, 
Vosshall LB, 2004. Or83b encodes a broadly expressed odorant 
receptor essential for Drosophila olfaction. Neuron, 43 (5); 703 
-74. 

Livak KJ, Schmittgen TD, 2001. Analysis of relative gene expression 
data using real-time quantitative PCR and the 2 ^ ^^€T method. 
Methods , 25. 402 —408. 

Lv FM, 2002. Ovipositional preference of the melon fly, Bactrocera 
cucurbitae Coquillet ( Diptera; Tephritidae) ( I ): analysis of 
extracted chemicals from fruits of the muskmelon. Formosan 
Entomol., 22; 163 - 170. | Hi AARS , 2002. JI Sz hE pP Bl zz d 3 
E: 洋 香 瓜 果 实 主 成 份 之 某 取 与 分 析 . 台湾 昆虫 , 22: 163 - 
170] 

Miller R, Tu ZJ, 2008. Odorant receptor C-terminal motifs in divergent 
insect species. J. Insect Sci., 8: 1 — 10. 

Mombaerts P, 2004. Odorant receptor gene choice in olfactory sensory 
neurons; the one receptor-one neuron hypothesis revisited. Curr. 
Opin. Neurobiol., 14(1) : 31 -36. 

Pitts RJ, Fox AN, Zwiebel LJ, 2004. A highly conserved candidate 
chemoreceptor expressed in both olfactory and gustatory tissues in the 
malaria vector Anopheles gambiae. Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 
101; 5058 — 5063. 

Qiao Q, Yuan GH, Li HC, Guo XR, Luo MH, 2008. Research 
advances in odorant receptors in insects. Acta Entomol. Sin., 51 
(1): 75 - 80. [7r Aj, MEE, FE, WR, Sd, 
2008. 昆虫 气味 受 体 研究 进展 . 昆虫 学 报 , 51(1): 75 -80] 

Serizawa S, Miyamichi K, Sakano H, 2004. One neuron-one receptor 
rule in the mouse olfactory system. Trends Genet., 20 (12) : 648 
- 653. 

Siderhurst MS, Jang EB, 2010. Cucumber volatile blend attractive to 
female melon fly, Bactrocera cucurbitae ( Coquillett). J. Chem. 


Ecol., 36(7) ; 699 -708. 


体 基因 的 克隆 及 表达 谱 分 析 271 


Smart R, Kiely A, Beale M, Vargas E, Carraher C, Kralicek AV, 
Christie DL, Chen C, Newcomb RD, Warr CG, 2008. Drosophila 
odorant receptors are novel seven transmembrane domain proteins 
that can signal independently of heterotrimeric G proteins. Insect 
Biochem. Mol. Biol., 38. 770 — 780. 

Syed Z, Leal WS, 2008. Mosquitoes smell and avoid the insect repellent 
DEET. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 105; 13598 - 13603. 

Tamura K, Dudley J, Nei M, Kumar S, 2007. MEGA4: Molecular 
evolutionary genetics analysis ( MEGA) software Version 4. 0. Mol. 
Biol. Evol., 24; 1596 —1599. 

Vosshall LB, Amrein H, Morozov PS, Rzhetsky A, Axel R, 1999. A 
spatial map of olfactory receptor expression in the Drosophila 
antenna. Cell, 96. 725 — 736. 

Vosshall LB, Wong AM, Axel R, 2000. An olfactory sensory map in the 
fly brain. Cell, 102; 147 —159. 

Wang GR, Wu KM, Su HH, Guo YY, 2005. Gene cloning and tissue- 
specific expression of an olfactory receptor in Helicoverpa armigera. 
Acta Entomol. Sin., 48(6); 823 -828. | Eiz, 吴 孔 明 , HE 
华 , WP, 2005. 棉铃 虫 嗅觉 受 体 基因 的 元 隆 及 组 织 特异 性 
表达 . 昆虫 学 报 , 48(6) : 823 -828] 

Wetzel CH, Behrendt HJ, Gisselmann G, Stortkuhl KF, Hovemann B, 
Hatt H, 2001. Functional expression and characterization. of a 
Drosophila odorant receptor in a heterologous cell system. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 98(16) : 9377 —9380. 

Wicher D, Schäfer R, Bauernfeined R, Stensmyr MC, Heller R, 
Heinemann SH, Hansson BS, 2008. Drosophila odorant receptors 
are both ligand-gated and  cyclic-nucleotide-activated cation 
channels. Nature, 452; 1007 - 1011. 

Xiu WM, Zhang YF, Yang DL, Dong SL, Liu YS, 2010. Molecular 
cloning and sequence analysis of two cDNA genes of two new 
Lepidoptera Or83b orthologue chemoreceptors. Scientia Agricultura 
Sinica, 43 (3) : 618 -625. [ 修 伟 明 , KEIL, AA, 董 双 林 ， 
刘 玉 升 , 2010. 2 个 新 的 鳞 翅 目 OR83b 类 化 感 蛋 白 基 因 的 克隆 
和 序列 分 析 . 中 国 农业 科学 , 43(3) : 618 -625] 

Zhang S, Zhang YJ, Su HH, Gao XW, Guo YY 2009. Gene cloning 
and tissue-specific expression of an olfactory receptor im Microplitis 
mediator ( Hymenoptera; Braconidae). Scientia Agricultura Sinica, 
42(5):1639 -1645. [sKWp, KKE, HRE, BAA, T 
JE, 2009. 中 红 侧 沟 莫 蜂 非典 型 气味 受 体 的 克隆 及 组 织 特 异性 
表达 . 中 国 农业 科学 , 42(5) : 1639 -1645 | 

Zwiebel LJ, Takken W, 2004. Olfactory regulation of mosquito-host 
interactions. Insect Biochem. Mol. Biol., 34(7) : 645 -652. 

(责任 编辑 : AAE) 


